




Universidade Estadual de Campinas 












Genética e Esclerose Lateral Amiotrófica: estudo de 





Genetics and Amyotrophic Lateral Sclerosis: study of 














Genética e Esclerose Lateral Amiotrófica: estudo de 




Tese apresentada à Faculdade de Ciências Médicas da Universidade 
Estadual de Campinas como parte dos requisitos exigidos para a 
obtenção do título de 
Doutora em Ciências, na Área de Neurologia 
 
Doctorate thesis presented to the School of Medical Sciences of the 




ORIENTADOR: PROF. DR. MARCONDES CAVALCANTE FRANÇA JUNIOR 





ESTE EXEMPLAR CORRESPONDE À VERSÃO 
FINAL DA TESE DEFENDIDA PELA 
ALUNA HELEN MAIA TAVARES DE ANDRADE E 
ORIENTADA PELO PROF. DR. MARCONDES 












Banca Examinadora de Defesa de Doutorado 
Helen Maia Tavares de Andrade 
 
Orientador: Marcondes Cavalcante França Junior 




1. Prof. Dr. Marcondes Cavalcante França Junior 
 
2. Prof.ª Dr.a Helga Cristina Almeida da Silva 
 
3. Prof.ª Dr.a Cláudia Vianna Maurer Morelli 
 
4. Prof. Dr. Edmar Zanoteli 
 




Programa de Pós-Gradução em Ciências Médicas da faculdade 
de Ciências Médicas da Universidade Estadual de Campinas. 
 
A ata de defesa com as respectivas assinaturas dos membros 
da banca examinadora encontra-se no processo de vida 
acadêmica do aluno. 
 
 












































A realização de um trabalho de pesquisa só é possível com a 
colaboração e dedicação de várias pessoas. Neste trabalho tive a sorte 
de encontrar várias dispostas a colaborar e principalmente a me ensinar. 
Por isso, segue meu agradecimento a todas elas. 
Ao meu orientador Marcondes pelo confiança, pelo aprendizado e 
apoio em horas muito difíceis que ocorreram no caminho. 
À toda equipe do Laboratório de Genética pelo carinho que me 
receberam e pela paciência em me ensinar técnicas de laboratório, a 
Danyella Dogni, minha coorientadora, por me orientar nas primeiras 
pipetagens, a Simoni Avansini pela imensa paciência e bom humor por 
meses me orientando quanto as técnicas de microRNA, a Luciana 
Bonadia pela enorme colaboração no estudo do gene ATXN2, a Marilza 
e a Luciana pela coleta de sangue. 
À amiga e companheira de doutorado Milena Albuquerque que 
desde do início trabalhou muito comigo coletando pacientes e aplicando 
escalas clínicas. 
À equipe do Ambulatório de Neurologia que facilitou e ajudou em 
nossa coleta de dados. 
Aos pacientes que apesar de toda limitação física se esforçaram em 
participar da pesquisa no intuito de ajudar a ciência e futuros pacientes. 
Aos meus pais que muito se esforçaram para me oferecer formação 
e pelo exemplo de caráter, trabalho e determinação que me deram. 
Aos meus irmãos Emerson e Henrique pelo apoio de toda a vida. 
Ao meu querido marido Andrés que apoia minha formação desde e 
faculdade, por nunca ter reclamado de minhas ausências e por nunca ter 
me deixado desistir.  
A minha linda filha Catarina que enche minha vida de cor e força 
para seguir adiante. 
À minha amiga e fiel funcionária Lucia, que cuida do meu lar com 






Introdução: A Esclerose Lateral Amiotrófica (ELA) é uma doença neurodegenerativa 
caracterizada por acometimento do primeiro e do segundo neurônio motor que resulta 
em paralisia progressiva e morte. Não há teste diagnóstico para a ELA e há pouca 
informação sobre as características genéticas da mesma no Brasil. Objetivos: o 
objetivo do primeiro estudo foi avaliar os miRNAS como ferramenta diagnóstica e 
prognóstica, enquanto que o objetivo do segundo foi analisar se as expansões 
repetidas de CAG de tamanho intermediário no gene ATXN2 aumentam o risco para 
desenvolver ELA no Brasil como ocorre em outras populações. Métodos: O perfil de 
expressão dos miRNAS no músculo foi avaliado usando uma plataforma array e em 
seguida avaliamos a expressão plasmática de miRNAS candidatos em um conjunto 
de 39 pacientes provenientes do ambulatório da Unicamp e 39 controles. 
Empregamos generalized estimating equations para investigar as correlações com os 
dados clínicos. No estudo do gene ATXN2, selecionamos 459 pacientes com ELA (372 
ELA esporádica – ELAs e 87 ELA familiar – ELAf) e 468 controles de seis centros 
brasileiros. Foi realizada reação em cadeia da polimerase (PCR) para determinar o 
comprimento dos alelos ATXN2. Os produtos de PCR foram resolvidos usando 
eletroforese capilar no sequenciador capilar ABI 3500 xl. Resultados: Identificamos 
11 miRNAS diferencialmente expressos no músculo de pacientes com ELA; destes, 
os miR-424, miR-214 e miR-206 foram validados por qPCR em tecido muscular. No 
plasma, encontramos somente os miR-424 e miR-206 hiperexpressos. A expressão 
basal do miR-424 e do miR-206 correlacionou-se negativamente com a deterioração 
clínica dos pacientes ao longo do tempo. O segundo estudo, mostrou que as 
expansões de poliglutamina de comprimento intermediário ATXN2 maiores que 26 
repetições foram associadas a um risco aumentado de desenvolver ELA (odds ratio = 
2.56, 95%CI: 1.29 – 5.08, p=0.005). Conclusões: miR-424 e o miR-206 são potenciais 
marcadores diagnósticos e prognósticos para ELA e que as expansões de repetição 
CAG de comprimento intermediário no gene ATXN2 desempenham um papel 






Introduction: Amyotrophic lateral sclerosis (ALS) is a neurodegenerative disease 
characterized by upper and lower motor neuron damage resulting in progressive 
paralysis and death. There is no definite diagnostic test for the disease and little is 
known about the genetic profile of ALS in Brazil as it occurs in other populations. 
Objectives: We performed two studies and the objective of the first study was to 
evaluate miRNAS as a diagnostic and prognostic tool in the disease, whereas the 
objective of the second study was to evaluate if intermediate-length CAG repeat 
expansions in the ATXN2 gene increased the risk for ALS in Brazil. Methods: 
Expression profile of miRNAs in muscle was evaluated using an array platform. 
Subsequently we assessed the plasmatic expression of candidate miRNAs in a set of 
39 patients/39 controls from Neuromuscular Outpatient Clinic at UNICAMP hospital. 
We employed generalized estimating equations to investigate correlations with clinical 
data. In the study of the ATXN2 gene, we selected 459 patients with ALS (372 sporadic 
ALS and 87 familiar ALS) and 468 control subjects from six Brazilian centers. 
Polymerase chain reaction (PCR) was performed to determine the length of the ATXN2 
alleles. PCR products were resolved using capillary electrophoresis on ABI 3500 xl 
capillary sequencer. Results: We identified 11 miRNAs differentially expressed in the 
muscle of ALS patients; of these, miR-424, miR-214 and miR-206 were validated by 
qPCR in muscle samples. In plasma, we found only miR-424 and miR-206 to be 
overexpressed. Baseline expression of miR-424 and miR-206 correlated negatively 
with clinical deterioration over time. In the second study, we found that ATXN2 
intermediate-length polyglutamine expansions larger than 26 repeats were associated 
with an increased risk for ALS (odds ratio = 2.56, 95%CI: 1.29 – 5.08, p=0.005). 
Conclusions: miR-424 and miR-206 are potential prognostic markers for ALS and that 
intermediate-length CAG repeat expansions in ATXN2 play an important role in the 
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1 - Introdução  
1.1 - Esclerose Lateral Amiotrófica  
 A esclerose lateral amiotrófica (ELA) é uma desordem neuromuscular rara 
caracterizada por progressiva degeneração do tronco encefálico, trato corticospinal e 
ponta anterior da medula (1). A forma clássica desta doença devastadora apresenta 
sinais simultâneos de dano ao primeiro e segundo neurônio motor, que progridem e 
resultam em paralisia e morte por insuficiência respiratória em dois a três anos em 
média (2). 
 A incidência é de aproximadamente 2 por 100.000 pessoas/ano e a 
prevalência é de cerca de 5 por 100.000 pessoas (3). Existe um atraso significativo no 
diagnóstico, com média de um ano, independentemente do sistema de saúde 
avaliado, provavelmente relacionado ao baixo reconhecimento pelos médicos da 
atenção primária e por neurologistas gerais (4). A idade é o fator de risco mais 
importante, com um aumento da mortalidade relacionado à idade até a oitava década 
e taxa de mortalidade máxima entre 65 e 75 anos (5). O sexo masculino também é 
um fator de risco, com uma relação masculino: feminino 3:2, mas esta diferença de 
sexo não é válida para todas as populações, e pode depender da estrutura etária do 
grupo estudado, já que os homens predominam nos grupos de pacientes mais jovens 
(6). 
1.1.1 - Formas Clínicas  
 A apresentação clínica pode variar - a forma clássica apresenta sintomas de 
neurônio motor superior (NMS) como fraqueza, espasticidade, diminuição da 
destreza, reflexos patológicos, hiperreflexia, sinais pseudobulbares e reflexos 
mantidos em membros atróficos associados a sintomas de neurônio motor inferior 
(NMI) como fraqueza, atrofia, fasciculações, cãibras e hiporreflexia (5).  A forma de 
apresentação inicial pode ser classificada de acordo com a região corporal em ELA 
de início espinhal (70% dos casos) e ELA de início bulbar (25% dos casos) (7). Formas 
atípicas de apresentação incluem perda de peso, cãibras e fasciculações na ausência 
de fraqueza, e formas com labilidade emocional e disfunção cognitiva do tipo frontal 
(8). Outros sintomas frequentemente observados nos estágios iniciais são fadiga e 
diminuição na capacidade de realizar exercícios (9). A apresentação respiratória é 
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incomum (< 3% dos casos) com predominância no sexo masculino e associação com 
sintomas axiais (frequentemente camptocormia ou cabeça caída), fasciculações 
frequentes e generalizadas, com mobilidade dos membros preservada e significativa 
perda de peso no início da doença (10, 11). 
 A forma Esclerose Lateral Primária (ELP) (2 a 3,7% dos casos) ocorre quando 
os sintomas de NMS permanecem isolados após quatro anos do início dos sintomas, 
e é caracterizada por progressão mais lenta, pouca perda funcional e menos atrofia 
dos membros inferiores (MMII) (12,13).  A idade de início é tipicamente entre 50 e 55 
anos (5) e tem uma duração de doença mais longa (média de 11,2 anos DP: +/- 6,1) 
com uma mortalidade de 33% após 16 anos de seguimento (13).  
 A Atrofia Muscular Progressiva (AMP) caracteriza-se por acometimento 
exclusivo do NMI com prognóstico mais favorável que a forma clássica (14). São 
descritas duas subformas chamadas Flail arm e Flail leg syndromes. 
  A síndrome flail arm também chamada de amiotrofia braquial diplégica, 
variante escapuloumeral da AMP ou Síndrome do homem em barril é associada a 
melhor prognóstico, responde por 11% dos casos de ELA com grande predominância 
do sexo masculino (4:1) (15).  Esta forma é caracterizada por atrofia simétrica e 
proximal dos membros superiores (MMSS) com importante perda funcional, e com 
pouco ou nenhum acometimento de MMII e bulbar (16,17,18). 
 A síndrome flail leg também conhecida como forma peroneal da ELA ou tipo 
Marie-Patrikios é caracterizada por fraqueza de MMII de início distal assimétrico com 
atrofia, ausência de reflexos, progressão lenta, discretos e tardios sinais de NMS (19). 
Apresenta um melhor prognóstico com sobrevida adicional de 5 a 6 anos (15). 
 A forma Paralisia Bulbar Progressiva é restrita a região bulbar, mais comum 
em mulheres, com pior prognóstico devido à insuficiência respiratória mais precoce e 
apresenta maior associação com comprometimento cognitivo Frontotemporal do que 
as outras formas de ELA (20). O predomínio do NMS resulta em disartria espástica, 
caracterizada por fala lentificada, trabalhosa, distorcida e, às vezes, nasal (21). Já o 
predomínio do NMI resulta em atrofia, fraqueza e fasciculação de língua com disartria 
flácida que se caracterizada por fala nasal, devido à fraqueza palatal, e rouquidão 
(21). A tosse é ineficaz e posteriormente há o aparecimento de disfagia, que leva a 
emagrecimento e desnutrição com piora do prognóstico (22). 
 Demência Frontotemporal (DFT) ocorre em 11 – 15 % dos pacientes. Mas a 
aplicação de testes cognitivos apropriados mostra alteração cognitiva em 35 - 50 % 
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dos pacientes com início pela função executiva, seguida por alteração de linguagem 
e memória (7,23, 24). Branco et al (25) demonstraram que pacientes com ELAs com 
alteração cognitiva apresentavam redução do volume da amigdala bilateral e tálamo 
esquerdo e pacientes com alteração comportamental apresentavam alteração do 
fornix em estudo de RM 3T (Ressonância Magnética 3 Tesla) de crânio. 
1.1.2 - Genética 
 As formas familiares de ELA (ELAf) correspondem a 5 – 10% dos casos e 
podem ser transmitidas através de herança autossômica dominante, recessiva e 
ligada ao X, sendo a forma mais comum a autossômica dominante de início na idade 
adulta. A autossômica recessiva é mais rara e mais frequente nas formas juvenis, ELP 
ou paraplegia espástica-like. A forma dominante ligada ao X é mais raramente 
observada e é vista em famílias em que os pacientes masculinos tendem a mostrar 
fenótipos mais graves (26, 27).  
 Clinicamente não é possível distinguir um fenótipo específico para ELAf, mas 
alguns achados clínicos são sugestivos, como início em idade precoce, alteração de 
sensibilidade, início pelos MMII e curva bimodal de evolução (28,29). 
 O conhecimento sobre genética em ELA aumentou significativamente com o 
progresso das técnicas de biologia molecular, o que permitiu a identificação de mais 
de 20 novos genes nos últimos 10 anos (30). Tabela 1 
 Os genes ligados a ELA podem ser divididos em genes causadores e fatores 
genéticos que aumentam o risco de desenvolver ELA (31,32). 
 Variantes patogênicas associadas à ELAf também podem ser identificadas 
em indivíduos com ELAs (33,34). Portanto, mesmo a ELA aparentemente esporádica 
pode estar relacionada à atuação de algumas variantes genéticas que 
independentemente conferem um moderado ou baixo risco, mas que combinadas ou 
no contexto de exposição a algum fator ambiental determinam a doença. Este tipo de 
situação é chamado de herança oligogenética, em que uma única variante genética 
não é suficiente para causar a doença mas aumenta significativamente o risco e outra 
variante genética ou fator ambiental é necessário para causar a doença. Por outro 
lado, há genes associados a ELA que são implicados em outras condições como 
demência frontotemporal, ataxia cerebelar e doença de Parkinson, o que mostra uma 
característica pleiotrófica destes genes, ou seja, um gene particular pode resultar em 
diferentes doenças simultaneamente ou em indivíduos diferentes (6,35). 
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 Condições como esquizofrenia, obesidade e hipertensão nas quais o risco de 
desenvolver a doença durante a vida é de aproximadamente 1% ou mais, são 
suficientemente comuns para aplicar a hipótese variante comum-doença comum. Já 
doenças raras com base genética são causadas por mutação genética em um único 
gene e o risco de desenvolver a doença é quase inevitável- a doença de Huntington é 
um exemplo. A ELA está entre estes dois extremos, sugerindo uma arquitetura 
genética intermediaria (6). 
 
Tabela 1 - Genes e loci ligados à Esclerose Lateral Amiotrófica familiar (ELAf) 
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 Principais genes relacionados a ELAf  
 
 ALS1: Cobre/Zinco superoxido dismutase (SOD1) 
 
 O gene SOD1 foi o primeiro gene ligado a ELA (1993); ele codifica a 
metaloenzima homodimérica que catalisa a reação que transforma o superóxido em 
O2 e H2O2. O SOD1 é responsável por cerca de 12% das ELAf e por 1% das ELAs 
(36). O número de mutações descobertas, neste gene, nas últimas duas décadas já 
ultrapassa 185 (27). 
 O fenótipo de ELA ligado à mutação SOD1 apresenta-se com algumas 
especificidades que a distingue da ELAs: idade de início mais precoce, maior duração 
de doença, início em MMII e distúrbio cognitivo raro (30,36). 
 Globalmente, a mutação mais frequente no SOD1 é a D90A em que o quadro 
clínico é paresia de MMII lentamente progressiva que gradualmente atinge MMSS, 
musculatura torácica e bulbar, associada a sintomas não motores atípicos com ataxia, 
neuralgia, sensação de calor e distúrbios vesicais. Entretanto, o fenótipo varia de 
acordo com a mutação presente no SOD1. Por exemplo, as mutações A4V, H43R, 
L84V, G85R, N86S e G93A estão associadas à rápida progressão de doença e 
sobrevida menor que três anos (27). 
 
 ALS10: Proteína de ligação RNA/ DNA TAR (TDP-43) 
 
 O gene TARDBP é localizado no lócus 1p36 e codifica a proteína envolvida 
na maquinaria RNA/DNA. A proteína TDP-43 é o maior componente da inclusão 
citoplasmática ubiquitina positiva vista na ELA e na DFT. Quase todas as mutações 
estão localizadas no exon 6 na região C-terminal rica em glicina envolvida em 
interações proteína-proteína (24). 
 Mutações em TARDBP são responsáveis por 4% das ELAf e <1% das ELAs, 
mas na região da Sardenha esta mutação é responsável por 1/3 dos casos. Na 
população caucasiana, o início ocorre nos MMSS e com longo período de duração de 




 ALS6: Gene fundido em sarcoma / translocado em lipossarcoma 
(FUS/TLS) 
 
 A mutação no gene FUS  pode ser transmitida através de herança 
autossômica dominante e autossômica recessiva. Da mesma maneira que a TARDBP 
a proteína FUS está envolvida na maquinaria de processamento RNA/DNA (38). Essa 
mutação é responsável por 4% das ELAf e extremamente rara na ELAs (39). A maioria 
das mutações está na região C-terminal e leva a uma distribuição citoplasmática 
aberrante.Quanto mais desorganizada esta distribuição, mais cedo a doença se inicia. 
Todas as mutações ligadas à ELA encontram-se no exon 13 (40, 41). 
 Algumas características são sugestivas de mutação FUS: idade de início 
menor que 40 anos, início predominantemente cervical e duração de doença menor 
que SOD1 e TARDBP (quase 90% dos casos morrem em 4 anos do início dos 
sintomas) e acometimento cognitivo é raro (42, 43). 
 
 ALS8: Proteína de membrana associada à vesícula associada à  
Proteína B (VAPB) 
 
 O gene VAPB se localiza no lócus 20p13 e codifica a proteína envolvida no 
tráfico intracelular de vesículas e transporte de lipídios (29). A mutação foi descrita 
inicialmente em famílias brasileiras com doença do neurônio motor com os seguintes 
fenótipos: atrofia muscular espinhal de início tardio, ELA atípica com tremor postural 
e ELA típica (44). Além disso, muitos pacientes apresentam anormalidades 
autonômicas, incluindo constipação intestinal e disfunção sexual. A principal mutação 
p.P56S foi descrita no gene VAPB no Brasil, Japão, Reino Unido e Países Baixos (45). 
 
 ELA –DFT1: Cromossomo 9 open reading frame 72 (C9orf72) 
 
 O hexanucleotídeo GGGGCC situado na região não codificante do gene 
C9orf72 tem sido responsabilizado pela maior parte dos casos de ELA e DFT, 
principalmente em populações caucasianas, respondendo por 40% dos casos de ELAf 
na Europa e 50% das ELAf no Brasil (46). O gene está localizado no lócus 9p21 e 
contem 12 exons (47). A penetrância desta variante é idade-dependente e estimada 
em 0% antes dos 35, 50% após os 60 anos e 100% após os 80 anos (48). A expansão 
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com mais de 30 repetições tem sido considerada patológica, mas não há relação entre 
o tamanho da repetição e o fenótipo ou a idade de início da doença (49, 50).  
 Alguns achados clínicos sugerem esta mutação: idade de início mais precoce 
(em média 1,8 a 5 anos mais cedo que a ELAs), alta frequência de início bulbar (por 
volta de 40%) e curta duração de doença (5,7 a 12 meses). Dois elementos chaves 
nesta mutação são a presença de DFT e história familiar de doença de Parkinson ou 
Parkinsonismo no exame físico (47, 51). O exame de imagem pode ajudar mostrando 
atrofia do lobo frontal bilateral e simétrica (predominantemente do lobo mesial) e o 
PET (Tomografia por Emissão de Pósitrons) pode mostrar hipometabolismo 
frontotemporal (52). 
 
 ALS13: Ataxina 2 (ATXN2) 
 
 A Ataxina-2, codificada pelo gene ATXN2, é uma proteína de ligação de RNA 
altamente conservada que regula o splicing de mRNA e a tradução de genes 
envolvidos no metabolismo e na estabilidade da membrana (53). O primeiro exon do 
gene ATXN2 tem a sequência de repetição CAG em tandem que define a sequência 
de poliglutamina do seu produto (54). Na maioria dos indivíduos saudáveis, o número 
de repetições é 22-23 (55). As longas expansões de poliglutamina (polyQ), 
especificamente, expansões maiores do que 34 repetições CAG, causam a ataxia 
espinocerebelar tipo 2 (SCA2) (56). Elden et al (57) mostraram, em 2010, que a 
presença de repetições CAG intermediárias (entre 24 e 33) é um fator de risco para 
ELA em populações caucasianas. 
 A proteína de ligação RNA/DNA TAR (TDP-43) desempenha um papel central 
na neurodegeneração. Ela é normalmente encontrada no núcleo celular, mas tem sido 
demonstrada em agregados citoplasmáticos de neurônios e de células da glia de 
pacientes com DFT, Alzheimer, parkinsonismo e na maioria dos casos de ELAs 
(58,59). Elden et al (57) demonstraram que a proteína citoplasmática Ataxina 2 pode 
aumentar a toxicidade dos agregados de TDP-43 levando a morte dos neurônios 
motores em pacientes com ELA e que a presença de repetições CAG intermediárias 
(entre 27 e 33) no gene ATXN2 é um fator de risco para desenvolver a doença. 
 Outros estudos populacionais confirmaram que a presença de repetições 
CAG intermediárias (entre 24 e 33) no gene ATXN2 é um fator de risco para ELA, 
inclusive em populações não caucasianas, como a chinesa e taiwanesa (55,60,61). 
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 A mutação no gene ATXN2 tem, em relação à ELA, característica 
oligogenética, não é determinante, mas aumenta o risco de desenvolver a doença, e 
também característica pleiotrófica já que pode resultar em duas doenças diferentes 
ELA e SCA2. (6,53,54,56,57).  
1.1.3 - Diagnóstico 
 O diagnóstico de ELA é feito por critérios clínicos com apoio de estudo 
eletroneuromiográfico (ENMG). Outros testes diagnósticos são realizados para excluir 
doenças que podem mimetizá-la (62). Os primeiros critérios diagnósticos foram 
definidos, em 1994, critério El Escorial, com objetivo de padronizar o diagnóstico para 
facilitar a entrada de pacientes em estudos clínicos (63) - Tabela 2. Foram criados 
quatro níveis de certeza diagnóstica nomeados como ELA definida, ELA provável, 
ELA possível e ELA suspeita, dependendo da disseminação dos sinais/sintomas de 
NMS e NMI em quatro regiões anatômicas definidas: bulbar, cervical, torácica e 
lombar.  
 
Tabela 2 - Critério El Escorial 
ELA clinicamente definida  Definida com evidência clínica de 
sinais de NMS e NMI na região bulbar 
e em pelo menos duas regiões 
espinhais 
ELA clinicamente provável Definida com evidência clínica de 
sinais de NMS e NMI em pelo menos 
duas regiões, com sinais de NMS 
necessariamente rostral (acima) dos 
sinais de NMI 
ELA clinicamente possível  Definida quando os sinais de NMS e 
NMI estão em uma região ou sinais de 
NMS são encontrados sozinhos em 
duas ou mais regiões, ou sinais de 
NMI são encontrados rostralmente aos 
sinais de NMS (na ausência de 
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evidencia de ENMG mostrando doença 
de NMI mais difusa) 
ELA clinicamente suspeita Definida com uma síndrome de NMI 
pura em que outras causas de doença 
de NMI foram adequadamente 
descartadas  
Adaptado de Brooks BR et al: El Escorial World Federation of Neurology criteria for the diagnosis of 
amyotrophic lateral sclerosis. J Neurol Sci. 1994; Jul; 124(Suppl.):96-107 (63). 
 
 Considerada uma classificação muito restritiva, ela foi revisada em 2000 para 
aumentar a sensibilidade diagnóstica. Os critérios diagnósticos revisados introduziram 
a contribuição da investigação eletrofisiológica ao diagnóstico de ELA ao adicionar a 
categoria ELA provável com suporte laboratorial e a categoria clinicamente suspeita 
foi retirada (64) Tabela 3. 
 
Tabela 3 - Critério El Escorial- revisado 
ELA clinicamente definida  Definida com evidência clínica de sinais de 
NMS e NMI na região bulbar e em pelo 
menos duas regiões espinhais  
ELA clinicamente provável Definida com evidência clínica de sinais de 
NMS e NMI em pelo menos duas regiões, 
com sinais de NMS necessariamente 
rostrais (acima) aos sinais de NMI 
ELA clinicamente provável com 
suporte laboratorial 
Definida quando os sinais de NMS e NMI 
estão em uma região, ou sinais de NMS 
estão presentes sozinhos em uma região – 
juntamente com sinais de NMI definido por 
ENMG em pelo menos duas regiões com 
apropriada aplicação de Neuroimagem e 
estudos laboratoriais para excluir outras 
causas 
ELA clinicamente possível  Definida quando os sinais de NMS e NMI 
estão em uma região ou sinais de NMS 
são encontrados sozinhos em duas ou 
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mais regiões, ou sinais de NMI são 
encontrados rostralmente aos sinais de 
NMS e o diagnóstico de ELA clinicamente 
provável com suporte laboratorial não 
pode ser confirmado em conjunto com 
eletrodiagnóstico, neurofisiologia, 
neuroimagem ou testes laboratoriais. 
Outros diagnósticos devem ser excluídos 
para que o diagnóstico de ELA 
clinicamente possível possa ser aceito  
Adaptado de Brooks BR et al. El Escorial revisited: revised criteria for the diagnosis of amyotrophic 
lateral sclerosis. Amyotroph Lateral Scler Other Motor Neuron Disord 2000;1:293–9 (64).. 
  
 Apesar destes critérios terem atingido boa especificidade, sua sensibilidade 
continua discutível, especialmente nos estágios iniciais da doença resultando em 
atraso no diagnóstico e limitação no recrutamento de pacientes para estudos clínicos 
(62,65). Em 2008, um comitê de especialistas em neurofisiologia clínica publicou 
novos critérios – Awaji-shima – incluindo recomendações para o uso de dados 
eletrofisiológicos no diagnóstico de ELA (66). Estes critérios deram à ENMG o mesmo 
peso das anormalidades clínicas para identificações de alterações do NMI e a 
categoria ELA clinicamente provável com suporte laboratorial desapareceu. Estes 
critérios também igualaram a importância dos Potenciais de Fasciculação aos 
Potenciais (PF) de Fibrilação e Onda Positiva na demonstração de desnervação 
aguda, o que é essencial em termos práticos já que os PF aparecem primeiro (66). 
Vários estudos têm demostrado a melhor sensibilidade dos critérios de Awaji-shima 
em relação aos critérios de EL Escorial revisados no diagnóstico de ELA 




Tabela 4 - Critérios de Awaji-shima 
ELA clinicamente definida Definida pela evidência clinica ou 
eletrofisiológica de sinais de NMS e NMI 
na região bulbar e pelo menos duas 
regiões espinhais ou presença de sinais 
de NMS e NMI em três regiões 
espinhais. 
ELA clinicamente provável  Definida pela evidência clinica ou 
eletrofisiológica de sinais de NMS e NMI 
em pelo menos duas regiões com os 
sinais de NMS necessariamente rostral 
(acima) aos sinais de NMI. 
ELA clinicamente possível  Definida pela evidência clinica ou 
eletrofisiológica de sinais de NMS e NMI 
em pelo menos uma região; ou somente 
sinais de NMS em duas ou mais 
regiões; ou sinais de NMI rostral aos 
sinais de NMS. Neuroimagem e testes 
laboratoriais devem ser realizados e 
outros diagnósticos devem ser 
excluídos  
Adaptado de de Carvalho M. et al. Electrodiagnostic criteria for diagnosis of ALS. Clin Neurophysiol 
2008;119:497–503 (66). 
 
 Estudos populacionais estimam que 8-10% dos pacientes que são 
encaminhados a um centro de referência terciário especializado em Doença do 
Neurônio Motor (DNM) apresentam outro diagnóstico e não ELA (74). Em alguns 
casos, mesmo para o especialista em DNM com investigação complementar 
apropriada (Ressonância Magnética de crânio e cervical, ENMG de quatro membros 
e exames laboratoriais), é difícil fechar o diagnóstico. Alguns pontos-chaves podem 




Tabela 5 - Diagnóstico Diferencial em ELA 
Sinais Predominantes/ 
Forma de DNM 






Sinais e sintomas não Motores (olhos, 
bexiga, cerebelo) / PEV, RM, LCR para 
estudo de banda oligoclonal 
Mistura de NMS e NMI/ ELA 
Mielorradiculopatia  Sinais de NMS caudais aos de NMI, 
sinais sensitivos, alteração de esfíncter / 
RM de coluna com cortes axiais 
















Doença infecciosa  
 
 
Início com neuropatia do radial, achados 
extramotores (dor abdominal, 
encefalopatia) / níveis sanguíneos de 
chumbo, Esfregaço de sangue para 
eritrócitos pontilhados e anemia   
 
Síndrome de NMI rapidamente 
progressiva, sinais extra-motores: 
Neuronopatia sensitiva, disautonomia, 
envolvimento de SNC/LCR inflamatório, 
FDG-PET/CT, anticorpos antineuronais 
(principalmente anti-Hu) 
 
Síndrome Polio-like, sinais extra 
neurológicos/ sorologia para HIV, Lyme, 




NMI/ AMP com progressão 
lenta 
 












Miopatia por corpúsculos 
de inclusão 
 
Lentamente progressiva, envolvimento 
bulbar com atrofia da língua 
desproporcional a disartria, tremor nas 
mãos, ginecomastia/ mistura de 
neuronopatia espinobulbar motora com 
neuronopatia sensitiva/ ENMG, teste 
genético 
 
Síndrome de NMI pura. História familiar, 
sinais clínicos indicando cronicidade/ 
teste genético de acordo com fenótipo 
 
Atrofia e fraqueza com predileção pelo 
quadríceps e flexor longo dos dedos/ 
padrão pseudoneurogênico na ENMG, 
alterações característica na biópsia 
muscular 
NMI/ AMP com progressão 
lenta e Síndrome focal 
regional  
Radiculopatia Cervical / 
Lombar  
 
















Dor e fasciculações restritas a área de 
fraqueza e atrofia / RM de coluna  
 
Início Juvenil, amiotrofia monomélica do 
braço/ distribuição C7-T1 no ENMG, RM 
de coluna cervical na posição fletida 
(compressão dural anterior) 
 
Antecedente de pólio/ ENMG confirmando 
história de pólio 
 
Distribuição Multifocal, fraqueza 
desproporcional a atrofia, evidência de 
bloqueio de condução na ENMG, AC 
GM1, RM de plexo braquial 
Passado de radioterapia, fraqueza 
desproporcional a atrofia e restrita aos 
MMII/ contraste da cauda equina na RM, 
mioquimia na ENMG 
MNMBC: Neuropatia Motora Multifocal com Bloqueio de condução; PEV: Potencial Evocado Visual; 
LCR: Líquido CefaloRaquiano; RM: Ressonância Magnética; ENMG: Eletroneuromiografia. Adaptado 
de Lenglet T, Camdessanché JP. Amyotrophic lateral sclerosis or not: Keys for the diagnosis. Rev 




 Apesar de todos os esforços em melhorar as classificações existentes, elas 
se prestam mais aos estudos clínicos do que ao diagnóstico (75). Por exemplo, AMP 
forma com apresentação pura de NMI não preenche os critérios El Escorial e Awaji-
shima mesmo apresentando a mesma progressão, prognóstico e alterações 
neuropatológicas. Inclusive pacientes com a forma clássica da doença só preenchem 
os critérios para ELA provável e definida nas fases mais avançadas da doença (76).  
Além disso, um paciente pode ser classificado como ELA possível e o especialista não 
ter dúvida sobre o diagnóstico devido aos achados clínicos e a exclusão de outras 
hipóteses. Estas diferenças entre a classificação e o diagnóstico não ajudam na 
prática clínica diária e podem ser confusas em termos de comunicação ao paciente 
(77). 
 Devido à dificuldade na confirmação diagnóstica e ao péssimo prognóstico 
da ELA, há grande esforço em se encontrar um biomarcador tanto para diagnóstico 
como prognóstico. Além disso, um biomarcador contribuiria com desenvolvimento de 
novas drogas, ajudando a avaliar a progressão da doença e a eficácia do tratamento 
(78). 
1.1.4 - Biomarcador 
 Um biomarcador é definido como uma medida objetiva que atua como um 
indicador de processos biológicos normais, processos patogênicos e resposta 
farmacológica a intervenções terapêuticas (79). Um biomarcador ideal deve exibir alta 
especificidade e sensibilidade para distinguir pacientes de controles populacionais e 
monitorizar a progressão da doença em pacientes individuais (78).   
 Grande atenção tem sido dada aos biomarcadores em fluídos corporais, 
principalmente, no líquor e sangue. No líquor devido a sua proximidade com o SNC e 
no sangue devido ao seu fácil acesso, entre eles estão os neurofilamentos 
(80,81,82,83), marcadores inflamatórios (84,85,86,87), marcadores metabólicos 
(88,89,90) e a cisteína (91,92,93). Mas nenhum deles mostrou especificidade e 




1.1.5 - MicroRNAs 
 Os MicroRNAs (miRNAs) têm sido apontados como potenciais 
biomarcadores em várias enfermidades (94). Eles são pequenos RNAs não 
codificantes que possuem de 18 a 24 nucleotídeos e são considerados um dos mais 
importantes reguladores da expressão gênica pós-transcricional (95,96,97). 
Aproximadamente 60% de todos os genes codificadores de proteínas são regulados 
por miRNAs (98). 
 Ambros et al. (99) descreveram, em 1993, o gene lin-4 responsável por 
alterações no desenvolvimento larval de Caenorhabditis elegans e verificaram que 
esse gene possuía transcritos de 22nt e que não codificava proteína alguma, além de 
estar numa região intrônica do genoma do animal. Posteriormente, demonstraram, 
que o transcrito de 22nt pareava por complementaridade com a região 3’ não traduzida 
(3’UTR) do gene lin-14 e regulava de forma negativa a expressão deste gene  (100). 
 Em 2000, o miRNA let-7 foi clonado em C. elegans (101) e demonstraram-se 
as mesmas características de parear-se a região 3’UTR  de outro gene, o lin-41  e de 
inibir sua tradução.  A sequência do let-7 se mostrou altamente conservada na maioria 
dos organismos (102). A partir de então os miRNAs foram descritos de insetos a 
mamíferos (98, 103, 104, 105). Atualmente, o banco de dados de sequências de 
microRNAs, miRBase (http://www.mirbase.org/versão 21), contém mais de 30.000 
sequências maduras distintas de microRNAs entre vertebrados, invertebrados, 
plantas e vírus, totalizando mais de 200 espécies. 
  Os miRNAs atuam de forma preferencialmente negativa na expressão 
gênica através de ligação altamente específica à região 3’ não traduzida (3’ UTR) 
complementar ao RNA mensageiro (RNAm) alvo. A perfeita complementariedade 
entre o miRNA e o RNAm alvo resulta no silenciamento gênico pela degradação do 
RNAm, enquanto que o imperfeito pareamento resulta na repressão da tradução o que 
ocorre na maior parte dos casos. Essas moléculas são tecido-específicas e agem de 
forma temporal e espacialmente regulada durante o desenvolvimento. Predições 
computacionais sugerem que cada miRNA pode atuar em até 200 transcritos e um 
RNAm pode ser regulado por milhares de miRNA (106,107). 
 Os miRNAs são formados a partir da transcrição do gene de miRNA (Figura 
1), que leva à formação do pri-miRNA. Este recebe a adição da estrutura cap e da 
cauda poliA (108). Em seguida o pri-miRNA é processado pela RNAse III Drosha, 
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formando uma estrutura em formato de hairpin com um tamanho aproximado de 60-
70 nucleotídeos chamado de pré-miRNA (106). O pré-RNA é transportado, com auxílio 
da enzima transportina 5 (108), do núcleo para o citoplasma onde é submetido a um 
segundo processamento realizado pela enzima Dicer (outra RNAse III) que remove a 
alça da estrutura hairpin e forma um miRNA dupla fita. O duplex é então separado e 
uma das fitas será selecionada como miRNA maduro e fará parte do complexo RISC 
(RNA-induced silencing complex), enquanto a fita complementar será removida e 
degradada (106). 
 
Figura 1 - Biogênese e modo de ação dos miRNAs: transcrição do gene Mir gerando o pri-
microRNA com estrutura secundária em hairpin; formação do pré-microRNA através da clivagem do 
pri-microRNA pela DROSHA ; transporte do pré-microRNA pela exportina-5 para o citoplasma; o pré-
miRNA é processasdo pela enzima Dicer  que remove a alça da estrutura hairpin e forma um miRNA 
duplex ; o duplex é separado e uma das fitas será selecionada como miRNA maduro e se ligará ao 
complexo RISC; o miRNA ligado ao complexo RISC se ligará ao mRNA. A perfeita 
complementaridade entre o microRNA e o RNAm alvo resulta em degradação do RNAm, enquanto 
que o imperfeito pareamento resulta na repressão da tradução. Adaptado de Schratt G.  MicroRNAs 
at the synapse. Nat Rev Neurosci. 2009 Dec;10(12):842-9 (110). 
 
  Os miRNAs são reguladores finos de vários processos biológicos com perfil 
de expressão tecido e tempo-específicos, regulando funções como controle do 
desenvolvimento, diferenciação celular, apoptose, proliferação celular e 
organogênese (104,109). Quando encontrados em fluídos extracelulares como 
plasma sanguíneo, soro, urina, saliva, sêmen e liquido cefalorraquidiano são 
chamados miRNAS circulantes (111,112,113). Estes têm sido apontados como 
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potenciais biomarcadores não-invasivos para diagnóstico e prognóstico de doenças. 
São considerados altamente estáveis nos fluidos corporais, pois se apresentam em 
formas que garantem sua proteção contra a ação da RNAses, tais como exosomas, 
corpos apoptóticos, microvesículas (onde estão encapsulados), complexos com 
proteínas da família AGO e associados a frações de lipoproteínas de alta densidade 
(HDL) (114,115) (Figura 2).   
 
. 
Figura 2 - Mecanismos de liberação celular e sistemas extracelulares de transporte de 
microRNAs. Os microRNAs circulantes podem ser protegidas e liberados nos fluidos corporais de 
quatro maneiras: A) em complexos com proteína da família AGO; B) associados a frações de 
lipoproteínas de alta densidade (HDL); C) em microvesículas e, D) dentro de exosomas. Adaptado de 
Guay C and  Regazzi R. Circulating microRNAs as novel biomarkers for diabetes mellitus. Nat Rev 
Endocrinol. 2013 Sep;9(9):513-21(115). 
 
 Os primeiros relatos do papel de miRNAs circulantes como biomarcadores 
diagnósticos e prognósticos foram em neoplasias (116,117). Posteriormente, foram 
publicados estudos de miRNAS em doenças do SNC como Doença de Alzheimer, 
Doença de Parkinson, Esclerose Múltipla, Doença de Huntington e Atrofia de Múltiplos 
Sistemas (118,119,120,121,122). 
 De Felice et al (123) estudaram miRNAS, em diferentes tecidos, de pacientes 
com ELA e controles saudáveis e encontraram o miR-338-3p hiperexpresso nos 
leucócitos, soro, líquor e tecido da medula espinhal dos pacientes em relação aos 
controles. Houve ainda aumento da expressão do miR-338-3p nos leucócitos dos 
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pacientes, no acompanhamento em diferentes fases da doença, e ao comparar os 
níveis de miR-338-3p nos leucócitos de pacientes com ELA em relação a pacientes 
com outras doenças neurodegenerativas (Doença de Alzheimer, Doença de Parkinson 
e Doença de Huntington).  
 Toivonen et al (124) estudaram a expressão de miRNAS em músculo 
esquelético do modelo murino transgênico de ELA (camundongo SOD1-G93A).  Entre 
os miRNAs alterados nas diversas idades, gêneros e grupos musculares, o miR-206 
foi o único consistentemente alterado durante o curso da doença e também se mostrou 
aumentado na circulação dos animais sintomáticos e em um grupo de 12 pacientes 
com ELA.  
1.1.6 - Justificativa 
Diante do exposto, percebe-se que há diversos aspectos ligados à 
fisiopatologia e etiologia da ELA que dificultam tanto o diagnóstico quanto o tratamento 
dos pacientes. 
Os miRNAs com suas características de expressão tecido e tempo-específicos 
(103,109) e de estabilidade nos fluidos corporais (114,115) podem ser uma ferramenta 
precisa e acessível na prática clínica para diminuir o tempo de diagnóstico e início do 
tratamento e também para avaliar o prognóstico. A identificação mais precoce dos 
pacientes também é importante para realização de estudos clínicos que terão 
pacientes com menos tempo de doença, e consequente menor lesão neuronal, o que 
aumenta a chance de desenvolvimento de novas drogas mais eficazes. 
  Em relação ao cenário brasileiro, existem diferenças notáveis em comparação com 
as séries norte-americanas e europeias, provavelmente justificadas pela origem étnica 
multirracial da população que descende de caucasianos, ameríndios, asiáticos e 
africanos (125). Por exemplo, o perfil genético da ELAf em nosso meio parece ser 
distinto, com baixa frequência de mutação nos genes SOD1 e C9orf72 e maior 
presença da mutação no gene VAPB (27,44,126). Além disso, a idade de início nos 
pacientes brasileiros é inferior, em média uma década a menos (126,127). Desta 
forma, estudos clínicos e genéticos em coortes nacionais são necessários para 
avançar no manejo de nossos pacientes com ELA. 
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Com o intuito de contribuir na busca por um marcador diagnóstico e prognóstico 
e de melhor conhecer a genética ligada a ELA no Brasil, utilizamos ferramentas de 




2 - Objetivos 
2.1 - Objetivos Gerais  
 Investigar um marcador diagnóstico e prognóstico para ELA e melhor 
conhecer a genética ligada a ELA no Brasil 
2.2 - Objetivos Específicos 
 
 Objetivos relacionados ao trabalho apresentado no 
capítulo 1 (miRNAs) 
• Investigar o perfil de expressão dos miRNAS em músculo e plasma de 
pacientes com ELA 
• Avaliar se a expressão plasmática dos miRNAs se relaciona com a 
progressão da doença, utilizando parâmetros clínicos, em um ano de 
seguimento 
Objetivos relacionados ao trabalho apresentado no 
capítulo 2 (Gene ATXN2) 
• Avaliar se o alelo intermediário do gene ATXN2 confere risco aumentado 
para desenvolver ELA na população brasileira 
• Determinar se há um perfil clínico específico da ELA relacionada ao gene 




3 - Metodologia 
3.1 - Capítulo 1 – Metodologia do artigo de miRNAs 
3.1.1 - Desenho do Estudo  
 Microarray com 847 miRNAS 
Biópsia de músculo esquelético de 5 pacientes  
              ↘ 
Validação dos resultados (PCR real time) 
Biópsia de músculo esquelético de 5 pacientes 
                  ↘ 
11 microRNAs diferencialmente expressos  
                    ↘ 
Validação de 3 microRNAs em amostra de plasma  
(PCR real time) 
(n= 39 pacientes e 39 controles) 
                        ↘ 
Foram encontradas 3 microRNas anormalmente  
expressos no plasma  (miRNA 206 e 424) 
↘ 
Investigação da correlação da expressão dos 
miRNAS 206 e 424 com parâmetros clínicos  
(n=39 ELAs) 
 
3.1.2 - Seleção de Sujeitos  
 Foram selecionados pacientes que faziam seguimento regular no ambulatório 
de Doenças Neuromusculares do Hospital das Clínicas da UNICAMP entre 2012 e 
2013. Todos preencheram critério para ELA definida ou provável segundo o critério El 
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Escorial revisado (64). Todos os pacientes foram submetidos a eletroneuromiografia 
e preencheram os critérios eletrofisológicos de Awaji (66). Não foram incluídos 
pacientes com acometimento exclusivo do neurônio motor superior (Esclerose Lateral 
Primária), neurônio motor inferior (Amiotrofia Muscular Progressiva) ou com 
apresentação bulbar. Todos os pacientes foram genotipados para as expansões do 
GGGGCC no gene C9orf72, mas nenhum deles apresentou resultado positivo. 
3.1.3 - Análise de expressão em amostras de músculo 
esquelético 
 Cinco pacientes (média idade de 50,6 ± 14,3 anos, 3 homens) com 
diagnóstico de ELA definida ou ELA provável de acordo com os critérios de El Escorial 
foram submetidos à biópsia aberta de músculo bíceps braquial. Estas amostras foram 
submetidas à rotina histológica e coloração enzimática para avaliar a extensão da 
desnervação. Posteriormente, foi realizado microarray e PCR em tempo real para 
avaliar a expressão diferencial de miRNAs entre pacientes e controles. As amostras 
controle de músculo bíceps braquial foram provenientes de cinco pacientes 
submetidos a biópsia devido à mialgia (idade média de 40,1 ± 15,1 anos, 2 homens) 




3.1.4 - Análise de expressão em plasma 
 Foram coletadas amostras de sangue de 39 pacientes e 39 controles 
saudáveis que foram utilizadas para isolar o plasma e, em seguida, para experimentos 
com PCR em tempo real, conforme detalhado abaixo. 
3.1.5 - Avaliação clínica 
 Todos os 39 pacientes foram submetidos à avaliação clínica detalhada na 
primeira avaliação. Após 6 e 12 meses da primeira visita, foi possível avaliar 
novamente 19 e 12 pacientes, respectivamente. Quinze pacientes não puderam 
retornar por limitações clínicas e doze pacientes foram a óbito. Para quantificar a 
gravidade da doença em cada avaliação foram utilizadas a versão revisada da Escala 
de Classificação Funcional da ELA - ALSFRS (128), a Escala de Gravidade da ELA 
(ALSSS) (129) e Medical Research Council (MRC) sumscore. 
3.1.6 - Isolamento de RNA 
Tecido: a fração enriquecida de miRNA foi isolada com Kit MiRNeasy (Qiagen®), 
seguindo as instruções do fabricante. A qualidade do RNA extraído foi avaliada com 
Agilent 2100 Bioanalyzer™ (Agilent®, Santa Clara, CA) e a quantidade foi 
determinada usando Nanodrop ™ (Thermo Scientific®, Waltham, MA). 
 
Plasma: o sangue periférico (4 ml) foi colocado em tubos EDTA. Em até 3 h, os tubos 
foram submetidos a centrifugação a 515x g durante 10 min a 4°C. Em seguida, 
alíquotas de 1 ml do plasma foram transferidas para tubos de 1,5 ml e centrifugadas 
a 16.000 g durante 10 min a 4°C para sedimentar qualquer detrito celular restante. 
Posteriormente, o sobrenadante foi transferido para novos tubos e armazenado a -
80°C. A fração enriquecida de miRNAs foi extraída, utilizando-se o kit de isolamento 
miRNA MirVana PARIS ™, de 625 μl de amostra de plasma conforme as instruções 
do fabricante (Ambion®, Austin,TX). O volume final de eluição foi de 35 μl de água 
sem RNase. A pureza de RNA extraído foi quantificada usando o espectrofotômetro 




3.1.7 - Análise genética do Chip miRNAarray 
 O perfil de miRNA microarray em amostras de músculo esquelético foi 
avaliado com 300 ng de pequenos RNAs enriquecidos e isolados pela plataforma 
Affymetrix® GeneChip ™ miRNAarray (Santa Clara, CA, EUA, versão 1.0), que avalia 
847 miRNA humanos, de acordo com o protocolo recomendado pelo fabricante. 
Utilizamos o pacote RankProd Bioconductor para comparar a expressão de miRNA 
entre as amostras de pacientes e controles, e depois a estratégia FDR para ajustar as 
múltiplas comparações e o limiar de 0,05. 
3.1.8 - Transcrição reversa e PCR quantitativa em tempo real 
 Um volume fixo de 5 μl de fração enriquecida de pequenos RNAs obtida da 
amostra foi utilizada na reação de transcrição reversa (RT). Para síntese de cada 
cDNA específico de miRNA, o miRNA foi transcrito reversamente usando o kit de 
transcrição reversa de miRNa TaqMan (Life Technologies ®, Foster City, CA, EUA) 
em um volume de reação de 15 μl contendo1 x tampão RT, 0,15 μl de dNTP 100 mM, 
0,19 μl de inibidor de RNase (20 unidades / μl), 1 μl de Transcriptase reversa 
MultiScribe™ (50 unidades / μl) e 3 μl de cada um dos stem-loop primers de miRNA. 
Usamos os seguintes primers: hsa-miR-886 (ID2193), hsa-miR-206 (MIMAT0000462, 
ID510), hsa-miR-424 (MIMAT0001341, ID604) para os miRNAs candidatos 
identificados em ELA e RNU48 (ID1006), hsa-miR- 16 (MIMAT0000069, ID391) e hsa-
miR-191 (MIMAT0000440, ID2299) para controles endógenos (Life Technologies®). 
A mistura foi incubada a 16°C durante 30 min, 42°C durante 30 min e 85°C por 5 
minutos. Os ensaios TaqMan™ (Life Technologies®) foram utilizados para a 
quantificação de transcritos de miRNA maduros seguindo as recomendações do 
fabricante. Os experimentos com qPCR foram realizados em triplicatas com um 
volume final de 12 μl, contendo 6,25 μl de Master Mix, 0,625 μl de sonda (20 ×), 1,125 
μl de água sem RNase e 4 μl de cDNA. As condições de PCR foram 95°C durante 10 
min e 45 ciclos de 95°C durante 15 s e 60°C para 1min, realizado em 7500 
termocycler™ (Life Technologies®). Os dados foram analisados utilizando-se o 
software DataAssist (Life Technologies®, versão 3.01) que determina o ciclo de limiar 
(Ct). As quantidades relativas de miRNA foram calculadas utilizando-se o método 2-




3.1.9 -  Previsões computacionais para alvos de miRNAs 
humanos 
 Supostos genes alvos dos miRNAS diferencialmente expressos foram previstos 
utilizando-se o algoritmo miRGen (versão2.0) (130). Para refinar a seleção, candidatos 
com maior probabilidade de atuar na fisiopatologia da ELA foram pesquisados, através 
da procura por palavras-chave "neurônio motor", "nervo periférico", "sinapse", "Junção 
neuromuscular" e "músculo". Além disso, buscamos na literatura por candidatos 
adicionais, como os miRNAs que regulam genes envolvidos na ELA, incluindo genes 
identificados como causadores de ELAf. Para refinar ainda mais a pesquisa, 
utilizamos o RNAhybrid programa que também oferece predição de alvos de 
microRNAs e que consiste em determinar o sitio de hibridização mais favorável entre 
um determinado microRNA e seu possível alvo, utilizando como parâmetro a 
termodinâmica dessa interação, baseado na busca dos menores valores de energia 
livre mínima (do inglês, minimum free energy (MFE)). Em outras palavras, quanto 
menor for a MFE mais forte será a ligação entre um microRNA e seu potencial alvo. 
Este algoritmo também oferece a opção de escolher a inclusão ou não de regiões de 
despareamento, como a presença de polimorfismo de Nucleotídeo Simples (SNP) 
dentro da região seed da interação microRNA/alvo, que possibilita visualizar a 
repercussão desse despareamento com base na MFE e suas consequências 
prováveis para a doença estudada (131). 
3.1.10 - Análise Estatística  
 Foi utilizada estatística descritiva (média ± desvio padrão e proporções) para 
apresentar dados clínicos e demográficos de pacientes e controles. Os níveis 
plasmáticos de expressão de miRNA não apresentaram distribuição normal, então foi 
realizada transformação logarítmica desses valores, resultando em distribuições com 
melhor simetria, assim a hipoexpressão e a hiperexpressão apresentaram intervalos 
com a mesma magnitude. Em todas as análises posteriores, empregou-se valores log-
transformados de miRNA 206 e 424. O teste t de Student foi utilizado para comparar 
os níveis plasmáticos de miRNA entre pacientes e controles. Posteriormente, o 
método Generalized Estimating Equations (GEE) foi utilizado para investigar se os 
níveis de expressão desses miRNAs estariam correlacionados com a duração da 
doença, idade dos pacientes e gravidade da doença na primeira avaliação. A variação 
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longitudinal dos níveis plasmáticos de miRNA no grupo de pacientes foi avaliada 
usando os resultados do modelo anteriormente mencionado (miRNA vs.duração). O 
GEE também foi empregado para investigar se os níveis de miRNA na primeira visita 
se correlacionaram com a taxa de progressão da doença ao longo do tempo (expressa 
como variação em ALSFRS, ALSSS e índice de soma MRC). Em todas as análises, 
foram estabelecidos os limiares para p-valores< 0,05. 
3.2 - Capítulo 2 – Metodologia do artigo do Gene 
ATXN2   
3.2.1 - Seleção dos Sujeitos 
 Foram incluídos 459 pacientes, sem parentesco, sendo 372 ELAs e 87 ELAf 
e 468 controles normais. Estes pacientes foram recrutados, entre 2011 e 2017, de 
seis centros de referência em doenças neuromusculares/ Neurogenética do Brasil: 
Universidade Estadual de Campinas (Unicamp), Universidade de São Paulo – 
Ribeirão Preto (USP-RP), Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG), 
Universidade Federal de São Paulo (UNIFESP), Universidade Federal de Santa 
Catarina (UFSC) e Universidade Federal do Rio Grande do Norte (UFRN). O 
diagnóstico foi realizado em cada Universidade por neurologistas especializados em 
doenças neuromusculares, segundo o critério El Escorial revisado (64). Somente 
pacientes que preencheram os critérios para ELA definida ou provável foram incluídos 
no estudo. Foram obtidos dados sobre a idade de início da doença e das principais 
características fenotípicas dos mesmos. 
 Este estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética da Unicamp e um 
consentimento informado, por escrito, foi obtido de todos os pacientes. 
3.2.2 - Estudo Molecular  
 O DNA genômico (DNAg) foi extraído de linfócitos de sangue periférico 
seguindo técnicas padronizadas (132). Realizamos reações em cadeia da polimerase 
(PCR) para determinar o comprimento dos alelos normais e expandidos no exon 1 do 
gene ATXN2. O volume final para cada ensaio foi 10µl: 50ng de DNAg; 125mM de 
cada dNTP (dATP, dCTP, dGTP, dTTP); 2,5 pmol de cada primer; Tris-HCl 20mM; 
MgCl2 1,75mM; KCl 50mM e 1,5 Unidades de TaqDNA polimerase. Os produtos de 
PCR foram resolvidos usando eletroforese capilar no seqüenciador ABI 3500 xl 
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(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). O comprimento das repetições (CAG) foi 
determinado por comparação com marcadores padrões (Applied Biosystems, Foster 
City, CA, USA). Para verificar se os comprimentos de repetição CAG foram medidos 
corretamente, foram desenhados primers que flanqueiam o exon 1 do gene ATXN2 e 
em seguida, realizado o sequenciamento da região em um subconjunto de 15 
amostras para aferir o tamanho do segmento expandido. O comprimento de repetição 
estimado (CAG) foi então comparado usando ambos os métodos. 
3.2.3 - Análise Estatística 
 Foi utilizada estatística descritiva para caracterizar o perfil demográfico e 
clínico dos pacientes. Posteriormente, teste Qui-quadrado foi utilizado para comparar 
a frequência de expansões intermediárias do gene ATXN2 entre pacientes com ELA 
e controles. Um modelo de regressão logística foi empregado para determinar o risco 
associado à presença desta variante. Os pacientes com expansões intermediárias 
foram então comparados com aqueles sem expansões em termos de parâmetros 
clínicos e demográficos usando o teste t de Student. Todas as análises foram 




4 - Resultados  
Capítulo 1 – artigo de miRNAS (133) 
 
Resumo dos Resultados  
Foram obtidas biópsias de músculo esquelético de cinco pacientes com ELA 
(três mulheres e dois homens com média de idade de 50,6 anos).  A análise 
histológica revelou em todas as amostras desnervação ativa e crônica expressa por 
agrupamento de fibras, fibras atróficas anguladas e núcleos internos proeminentes.  
A análise de microarray de tecido músculo esquelético identificou 11 microRNas 
diferencialmente expressos: miR-424, miR-503, miR- 886-3p, miR-542-5p, miR-
34a, miR-886-5p, miR- 146b-5p, miR-504, miR-21, miR-214 and miR-183. miR424, 
miR-214 e miR-206 foram validados por qPCR em amostras de músculo (p< 0,005). 
No plasma, apenas o miR-424 e miR-206  apresentaram-se significativamente 
hiperexpressos em pacientes com ELA. 
Em seguida, avaliamos se a expressão plasmática de miR-206 e miR-424 estava 
correlacionado com parâmetros clínicos (idade, duração da doença e gravidade da 
doença) no início do estudo. Nestas análises, a única variável significativamente 
associada aos níveis plasmáticos de hsa-miR-424 em pacientes foi a idade (p = 
0,0049). Nenhuma variável apresentou correlação significativa com níveis de miR-
206. 
Não houve alteração significativa ao longo do tempo nos níveis de miR-206 e 
hsa-miR-424 após 6 e 12 meses de acompanhamento. Apesar disso,  os níveis 
séricos basais mais elevados de ambos miRNAs foram preditivos de  uma mudança 

























Capítulo 2 – artigo do gene ATXN2  
 
Resumo dos Resultados  
 A maioria dos indivíduos incluídos neste estudo (pacientes e controles) 
apresentram homozigoze com 22 ou 23 repetições ou heterozigoze com 22/23 
repetições no gene ATXN2 .  
  
 Alelos intermediários ATXN2 (≥ 26) foram detectados em 29 pacientes (6,3%) 
e em 12 controles (2,56%) (p = 0,005). O comprimento médio da repetição CAG em 
pacientes e controles com alelos intermediários foram 30 (variação 26-34) e 28 
(variação 27-35). A regressão logística revelou que expansões de comprimento 
intermediário (maiores que 26 repetições) estavam associadas a um risco aumentado 
de desenvolver ELA (odds ratio = 2,56, 95% CI: 1,29 - 5,08, p = 0,005). 
  
 A maioria dos pacientes com expansões intermediárias apresentou ELA 
clássica com envolvimento combinado de neurônios motores superiores e inferiores 
(n = 20/29). No entanto, também houve fenótipos com envolvimento predominante do 
neurônio motor inferior (n = 7) e do neurônio motor superior (n = 2). Um único paciente 
apresentou demência associada. Ataxia clínica não foi identificada em nenhum 
paciente. Em seguida, comparamos o fenótipo clínico de pacientes com e sem 
expansões CAG. No grupo positivo para ATXN2, houve 7 dos 29 pacientes tinham  
história familiar positiva (24,1%). Em contraste, identificamos 80/430 indivíduos com 
FALS no subgrupo ATXN2-negativo (18,6%). A proporção de mulheres em ambos os 
subgrupos de ELA foi semelhante (48% x 39%, p = 0,377). A idade de início também 

















5 - Discussão Geral 
Apesar do grande progresso obtido no conhecimento da fisiopatologia e da 
genética da ELA nos últimos anos, esta continua sendo uma doença desafiadora 
devido à falta de conhecimento preciso acerca de sua etiologia com consequente 
dificuldade diagnóstica, prognóstica e sobretudo terapêutica. 
Em nosso trabalho procuramos explorar ferramentas de genética molecular, 
com o intuito de esclarecer aspectos relevantes sobre o ELA, especialmente no 
contexto brasileiro. Em particular, tentamos contribuir com o diagnóstico e prognóstico 
utilizando miRNAs e com a etiologia ao verificar se o gene ATXN2 é fator de risco para 
ELA no Brasil.  
 
ELA e miRNAs 
 Os miRNAs do músculo esquelético foram os miRNAs de escolha de nosso estudo 
tendo em vista que o músculo é o órgão que sofre o dano final na doença e é o mais 
afetado durante a degeneração, sendo sua atrofia causa direta de déficit motor. Os 
miRNA musculares são liberados diretamente na corrente sanguínea o que facilita sua 
identificação e quantificação, enquanto que os miRNAs do SNC têm o impedimento 
da barreira hematoencefálica o que dificultaria sua análise. O tecido muscular também 
tem a vantagem de ser de fácil acesso para biópsia, o que nos permitiu ter o 
parâmentro de quais miRNAS alvos estavam aumentados no tecido, enquanto que 
para SNC a biopsia é praticamente impeditiva. 
No estudo de miRNAs, foram encontrados 11 miRNAs diferencialmente 
expressos em amostras de músculo, sendo que o miRNA 424 também estava 
hiperexpresso no plasma. O miRNA 206 apresentou maior expressão no tecido 
muscular no grupo de pacientes com ELA, mas não apresentou significância 
estatística à correção FDR. Apesar disto, estudamos o miRNA 206 no plasma devido 
aos relatos prévios na literatura (124) e encontramos aumento significativo do miRNA 
206 no plasma. 
 O miRNA 206 é um miRNA específico de músculo esquelético em humanos 
que influencia a formação de novas junções neuromusculares após uma lesão 
nervosa e, portanto, desempenha um papel importante na reinervação de músculos 
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desnervados (134). A expressão do miRNA 206 é controlada por fatores de 
transcrição miogenéticos regulatórios incluindo myogenina e MyoD que também estão 
hiperexpressos na desnervação (124). Em ratos transgênicos SOD1 G93A 
nocauteados para o gene miRNA 206, houve atraso e incompleta reinervação 
muscular em comparação com os animais que expressaram miRNA 206 (134). Esses 
resultados experimentais sugerem que a hiperexpressão de miRNA 206 pode ser 
protetora contra a doença. Em concordância com estes dados, nossos resultados 
mostraram que níveis plasmáticos mais elevados deste miRNA na primeira visita 
foram preditores de deterioração clínica mais lenta ao longo de 12 meses. 
 O miRNA 206 apresentou-se hiperexpresso tanto no plasma como no 
músculo esquelético dos pacientes com ELA, mas a hiperexpressão não foi 
progressiva em 6 e 12 meses de acompanhamento. Embora possa parecer contra-
intuitivo, acreditamos que isso pode ser explicado pelo comportamento da expressão 
do miRNA 206 durante o curso da doença. É provável que o miRNA 206 aumente no 
início da doença, atinja um platô e depois comesse a cair. Isso ocorreria paralelamente 
à perda de músculo esquelético durante a doença, tecido em que o miRNA 206 é 
fundamentalmente expresso. Esta hipótese é apoiada por dados experimentais de 
Toivonen et al. (124) que encontraram um aumento progressivo na expressão 
plasmática do miRNA 206 em camundongos transgênicos G93A-SOD1 até 120 dias 
de vida e seguido de queda dos níveis na fase terminal da doença.  
 Ao observar cuidadosamente o perfil clínico da coorte, na primeira visita, 
verificou-se que havia pacientes com doença grave e de longa duração e pacientes 
recentemente diagnosticados com poucos sintomas. É possível que a reunião de 
todos estes sujeitos para análises longitudinais possa ter influenciado os resultados. 
Apesar de não significativo, os dados sugerem que a expressão plasmática de miR 
206 é maior no grupo menos acometido/inicial, e menor no grupo mais acometido/ 
terminal.  
 Quanto ao miRNA 424, ambos os grupos tiveram valores aumentados, mas 
no grupo menos acometido os níveis foram quase 3 vezes maiores do que no grupo 
mais acometido. O miRNA 424 estava hiperexpresso no plasma e no músculo 
esquelético de pacientes com ELA. Os níveis plasmáticos, na primeira visita, também 
se correlacionaram inversamente com a progressão da doença. Existem poucos 
estudos que implicaram este miRNA em doenças neurológicas, mas nenhum na ELA 
(135,136,137,138,139). Análises in silico forneceram informações interessantes sobre 
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o possível papel de miRNA 424 em ELA, o que pode gerar hipóteses a serem testadas 
em estudos futuros. Usando diferentes bancos de dados e algoritmos de predição, 
identificamos um conjunto de genes que são alvos prováveis para este miRNA. Estes 
incluem genes envolvidos com transporte axonal de neurônios motores (KIF1b) e 
genes que codificam várias proteínas sarcolemais e sarcoméricas (TPM2, MYL1, 
MYH7B). Recentemente, o gene alvo TPM2 foi validado em experimentos que 
empregaram uma abordagem baseada em Sequenciamento de Nova Geração (140). 
No entanto, o candidato mais promissor é o gene VAPB; mutações neste gene causam 
ELA familiar tipo 8. Usando três softwares diferentes (RNHybrid, miRdb e MIRgen), 
identificamos uma região de ligação para miRNA 424 na região 3'UTR do gene VAPB. 
Esses resultados sugerem que miRNA424 pode reduzir a expressão da VAPB, 
fenômeno semelhante ao que ocorreria em pacientes com ELAf tipo 8 (141). 
 Os achados que correlacionam os níveis plasmáticos de miRNA e 
deterioração clínica em pacientes com ELA são especialmente relevantes, já que os 
dados mais significativos foram encontrados com o escore MRC que é uma medida 
direta da força dos pacientes (mais relacionado à integridade do neurônio motor), e 
não com ALSFRS e ALSSS, que são escalas funcionais. Portanto, é razoável assumir 
que realmente o escore MRC se correlaciona melhor com o nível de expressão dos 
miRNAs do músculo esquelético. Assim, parece que ambos os miRNA 424 e miRNA 
206 são marcadores confiáveis de neurônio motor inferior/ dano muscular esquelético 
em pacientes com ELA. Talvez, a quantificação destes miRNAs permita o 
reconhecimento mais precoce de lesão do neurônio motor inferior nesses pacientes e 
possa ser um marcador prognóstico, visto que sua maior expressão no início da 
doença parece ser protetora. Assim, seria possível determinar quais pacientes teriam 
evolução mais lenta. 
 
ELA e o gene ATXN2 
 
 No estudo do gene ATXN2, houve associação entre os alelos intermediários 
ATXN2 e risco aumentado de desenvolver ELA na coorte de pacientes brasileiros. 
Esta é uma amostra brasileira representativa porque incluiu sujeitos de diferentes 
regiões do país (nordeste, sudeste e sul). Estudos genéticos anteriores, mostram que 
a ascendência africana é muito mais relevante no Nordeste do Brasil, enquanto que 
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no sul do país há maior influência caucasiana (125). Portanto, a inclusão de pacientes 
com origens distintas torna o estudo mais fidedigno ao perfil da população brasileira. 
 Estes dados estão de acordo com estudos anteriores de coortes européias e 
norte-americanas (57,142). O risco estimado (2,56x) foi semelhante aos relatos 
anteriores (143, 144). Do mesmo modo que em outros levantamentos, não foi possível 
identificar um fenótipo específico em pacientes portadores de expansões 
intermediárias ATXN2 (145,146). Havia indivíduos com ELA clássica, com 
envolvimento predominante do neurônio motor superior e com envolvimento 
predominante do neurônio motor inferior. Esses dados reforçam a pleiotropia 
associada às expansões ATXN2, que também são relacionadas ao parkinsonismo e 
a SCA2 (147).  
 A ataxina 2 desempenha um papel importante na regulação de processos 
moleculares como o controle da estabilidade e tradução do RNA, bem como a 
repressão do acúmulo deletério do RNA-DNA híbrido que abriga as estruturas R loop 
(148). No contexto da ELA, ela interage com outros produtos de genes ligados à 
doença incluindo C9orf72, TDP-43 e FUS em uma via dedicada ao metabolismo de 
RNA dentro dos neurônios (149). Mais recentemente, Becker et al. (150) mostraram 
que a redução dos níveis de ataxina 2 aumenta a sobrevida e melhora a função motora 
em camundongos transgênicos TDP-43. Isso sugere que a redução da ataxina 2 tem 
potencial terapêutico para ELA e Demência Frontotemporal. Em um futuro próximo, é 
possível que surjam tratamentos específicos para ELA relacionados com ATXN2 
humano, de modo que o conhecimento do estado genotípico de cada paciente será 




6 - Conclusão 
As principais conclusões de nossos estudos foram: 
 
 ELA x miRNAS: 
 
1. Encontramos 10 microRNAs hiperexpressos (miR-424, miR-503, miR-886-3p, 
miR-542-5p, miR-34a, miR-886-5p, miR-146b-5p, miR-21, miR-214 e miR-
183) no músculo esquelético de pacientes com ELA e um microRNA 
hipoexpresso (miR-504) 
2. O miR-424 e o miR-206 também estavam hiperexpressos no plasma dos 
pacientes  
3. Os níveis plasmáticos dos miR-424 e miR-206 correlacionaram-se 
inversamente com a deterioração da doença no seguimento clínico por um 
ano 
 
  ELA x gene ATXN2:  
 
1. A presença do alelo intermediário ATXN2 aumentou o risco de desenvolver 
ELA em 2,5 vezes em pacientes brasileiros 
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